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RESUMEN
En este estudio hemos analizado la potencialidad de desarrollo
del germen dental en fase de corona. Para ello, los gérmenes
dentales de rata recién nacida fueron trasplantados en las bolsas
dérmicas de la oreja de ratas isogénicas. Siete y catorce días des-
pués del trasplante, se desarrollaron las estructuras morfológicas
dentales típicas, con ameloblastos y odontoblastos bien diferen-
ciados. Ulteriormente, los procesos de reacción inflamatoria del
tejido huésped con infiltración celular abocaron a la desapari-
ción de los tejidos dentales. Desde el primer momento de nues-
tro análisis, los trasplantes desarrollaron una dentina anómala u
osteoide cuyo tamaño fue paulatinamente incrementando con el
tiempo, llegando a sustituir al resto de los tejidos dentales. Esta
dentina osteoide, fruto tanto de la transformación de los
odontoblastos del trasplante en células de alta actividad secretora
como de la inducción que el germen dental ejerce en el tejido
huésped circundante; y a diferencia de la observada en estudios
previos, mostró diversos grados de polimerización fibrilar, lo que
nos induce a sugerir que nuestro modelo puede ser un buen me-
dio de estudiar los mecanismos de reacción en la formación de
tejidos reactivos a la lesión dental.
Palabras clave: Germen dental, trasplante, odontoblasto, den-
tina, tejido osteoide, reacción odontoblástica
INTRODUCCION
Los trasplantes de gérmenes dentales, esencialmente de cani-
nos, premolares y molares, han sido utilizados en la clínica para
suplir la falta de elementos dentarios o para correcciones de
oclusión dental. En estos casos, los exámenes clínicos y
radiográficos, no detectaron patologías del periodonto como
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consecuencia del trasplante. Sin embargo, si se detectaron pér-
didas, necrosis pulpar, aumento del espacio periodontal, anqui-
losis y, con mucha frecuencia, formación incompleta de la raíz
(1-3).
En los trasplantes de embriones dentales la competencia
odontogénica adquirida por el ectomesénquima es esencial. Así,
solo después de adquirir la competencia odontogénica y antes
de la fase coronaria, los trasplantes formaron dientes con una
morfología muy semejante a la normal (4-6). No obstante, los
resultados de los diversos experimentos de trasplante son con-
tradictorios. Así, los trasplantes interespecíficos de gérmenes
dentales de ratones Mus musculus y Mus caroli, en receptores
neonatos de las mismas cepas y en alvéolos con la misma loca-
lización que la de los donantes, demostraron sistemáticamente
la presencia de células grandes y multinucleadas en la superfi-
cie pulpar de la dentina (7). Una vez iniciada la formación de
las matrices de los tejidos dentales, los autotrasplantes de gér-
menes dentales siguieron un desarrollo anormal caracterizado
por la presencia de focos de epitelio y matriz de esmalte en el
folículo dental, metaplasia del órgano del esmalte, quistes y
ausencia de continuidad en el desarrollo normal de la corona
(8). Asimismo, los trasplantes heterotópicos de molares de ra-
tón parcialmente desarrollados y con remanentes de ligamento
periodontal no continuaron su desarrollo normal; el tejido pulpar
fue sustituido por conectivo fibroso y la dentina por dentina
osteoide (9).  Sin embargo, los trasplantes de embriones denta-
les de ratas recién nacidas en criptas similares a las de los do-
nantes y preparadas en animales con 6 a 9 días de edad, desa-
rrollaron dientes normales que incluso erupcionaron (10).
La dentina osteoide es una dentina sin túbulos observada en
regiones de la pulpa con pérdida de odontoblastos y
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neodiferenciación de otras células pulpares (11). En trasplantes
heterotópicos, las células de la papila dental del primer molar
se transformaron en células muy parecidas a los odontoblastos
que secretaron una matriz extracelular muy similar a la dentina
osteoide (12). La formación de dentina osteoide es una reac-
ción bastante frecuente en diversas situaciones experimenta-
les. La osteotomía subapical llevo a la formación de dentina
osteoide y substitución de focos de necrosis en la pulpa por
focos  fibróticos (13). Distintos medicamentos inducen la for-
mación de dentina osteoide. La administración sistémica de
ciclosporina-A indujo la aparición de dentina osteoide en capas
sucesivas irregulares y de morfología anormal, y numerosas
formaciones globulares incluidas en la dentina o libres en la
pulpa (14). De igual modo, agentes antineoplásicos como la
fosfamida, ocasionaron una pérdida celular en áreas relativa-
mente grandes de la pulpa dental en las que, ulteriormente, se
formó dentina osteoide (15). Finalmente, la administración lo-
cal de hidróxido de calcio para el recubrimiento de la pulpa en
pulpotomías de incisivos y premolares de perros, también ge-
neró la aparición de dentina osteoide (16).
El presente estudio analiza el desarrollo y los derivados de las
estructuras dentales en trasplantes heterotópicos de germen
dental una vez alcanzada la fase de corona, como medio de
comprobar la ulterior diferenciación de los tejidos dentales ya
inducidos y de sus relaciones con el medio ambiente anómalo.
MATERIALES Y METODOS
Veinte embriones dentales de ratas de la cepa albina Wistar de
1 día de edad fueron trasplantados en bolsas intradérmicas pre-
paradas en las orejas, derecha e izquierda, de 10 ratas adultas
de la misma cepa (200 gramos de peso). Las ratas huéspedes
fueron anestesiadas con Zoletil 50‚ [una mezcla de clorhidrato
de tiletamina (125 mg) y clorhidrato de zolazepan (125 mg),
0,20 ml/kg i.p.]. Con un bisturí se realizó una incisión superfi-
cial de 5 mm de extensión, transversal al eje mayor de la oreja
y oblicua con relación a su superficie. El lecho para el trasplan-
te se obtuvo tras separar la dermis del cartílago de la oreja  con
una pinza de punta fina.
Las ratas donantes se anestesiaron profundamente por la ac-
ción de vapores de éter. Los gérmenes dentales de los primeros
molares superiores de ratas se obtuvieron mediante incisiones,
con una lámina de acero esterilizada, transversales y
longitudinales al maxilar del germen dental. Durante las inci-
siones se procuró que la profundidad del corte fuese aproxima-
damente igual a la altura del germen dental. Los gérmenes den-
tales se extrajeron con ayuda de una cureta esterilizada y tras-
plantados en las bolsas receptoras.
Un total de cinco trasplantes fueron estudiados de cada día.
Así, 7, 14, 21 y 42 días después del trasplante, los animales
huéspedes fueron anestesiados y los trasplantes extraídos de
las orejas izquierdas en los días pares (14 y 42) y de las dere-
chas en los impares (7 y 21). Los trozos de tejido conteniendo
los trasplantes fueron fijados por inmersión en paraformaldehido
al 4% en tampón fosfato 0,1M a pH 7,4, durante 24 h. a tempe-
ratura ambiente, deshidratados en baños de alcohol de concen-
tración creciente (70, 80 y 100 %), aclarados en baños de xilol,
impregnados e incluidos en parafina. De este material se reali-
zaron cortes seriados de 7mm de espesor. Una serie de cortes
fue teñida con hematoxilina y eosina o tricrómico de Mallory
para el análisis morfológico de las relaciones celulares epite-
lio-mesenquimales y la formación de la matriz. Otras series
fueron utilizadas para el marcado de la fragmentación de ADN
(Apoptotag‚).
Para el análisis ultraestructural, un grupo de trasplantes de 14
días se disecaron y fijaron en una solución compuesta por
glutaraldehido al 4% y paraformaldehido al 4% en tampón de
cacodilato de sodio 0,1M a pH 7,3 durante 24 h. a 4 ºC. Des-
pués de su desmineralización en EDTA al 7% en el mismo tam-
pón durante una semana a 4 ºC, los bloques de tejido fueron
lavados en la solución tampón y sumergidos en tetróxido de
osmio al 1% en sacarosa al 5% durante 1 hora a 4 ºC. Tras
varios lavados en tampón, el tejido fue deshidratado en una
serie de alcoholes de concentración creciente, sumergidos en
óxido de propileno, e infiltrado gradualmente con mezclas de
concentraciones crecientes de resina epóxica (Araldita‚). Los
bloques fueron incluidos en Araldita pura, polimerizados du-
rante 24 horas en estufa a 30 ºC, y durante 48 horas a 60 ºC para
su polimerización total. De este material, se realizaron cortes
semifinos de 200 nm de espesor en un ultramicrotomo Ultracut‚.
Las secciones se colorearon con azul de toluidina y observaron
al microscopio de luz para orientar la obtención de los cortes
ultrafinos de 75 nm de grosor. Las secciones ultrafinas se con-
trastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. La observa-
ción se llevó a cabo en un  microscopio electrónico de transmi-
sión ZEISS EM 900.
RESULTADOS
El  germen dental trasplantado desarrolla, después de 7 días,
tres regiones continuas: (i) una de proliferación e inicio de di-
ferenciación similar a la vaina radicular de Hertwig, caracteri-
zada por la presencia de preodontoblastos; (ii) otra de
odontoblastos de morfología cilíndrica, bajo los que subyace
una matriz de dentina; y (iii) una última de formación de denti-
na osteoide que se continúa con la dentina. La pulpa dental
presenta una estructura prácticamente normal, con la excep-
ción de la existencia de un lecho vascular hipertrofiado (Figura
1A,C). Las células de la región de odontoblastos están polari-
zadas con sus núcleos ocupando el polo basal y adoptan una
orientación en empalizada en la que no observan uniones
intercelulares especializadas (Figura 1F). Estos odontoblastos
tienen las características propias de las células secretoras, como
demuestra la presencia de abundante retículo endoplásmico
rugoso (Figura 1G), aparato de Golgi y vesículas de transporte
(Figura 1H).
Catorce días post-trasplante se observan odontoblastos recién
diferenciados, yuxtapuestos al epitelio, de morfología cilíndri-
ca, organizados en empalizada y secretando su matriz de mane-
ra polarizada (Figura 1D). Las cantidades de dentina normal y
de esmalte se incrementan, indicando la continuidad de las ac-
tividades celulares de dentinogénesis y amelogénesis (Figura
1E).  A partir de este día la formación de dentina osteoide es
más evidente. La región contigua a este área se caracteriza por
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la desorganización odontoblástica, cuyas  células no se orien-
tan en empalizada y no secretan la matriz de manera polariza-
da, por lo que con frecuencia quedan inmersas dentro de la
matriz (Figura 2A-D).
La pérdida de la organización en empalizada de los
odontoblastos es el resultado de la invasión de la pulpa por te-
jido conectivo que contiene, además de vasos hiperémicos ca-
racterísticos de una reacción tisular inflamatoria, muchas célu-
las mononucleadas de pequeño tamaño cuya morfología recuer-
da a la de los linfocitos. Es de destacar que, en estas áreas de
infiltración, la predentina está prácticamente ausente. Por el
contrario, y siempre en contacto con el esmalte, los ameloblastos
están bien organizados, preservan la forma cilíndrica caracte-
rística y están polarizados mostrando un polo secretor bien de-
finido (Figura 2B-D). Las células que pierden la organización
en empalizada (Figura 2) son semejantes a los odontoblastos;
y, aunque su citoplasma las identifica como células producto-
ras de matrices ricas en colágeno, con abundante retículo
endoplásmico rugoso, carecen de una polaridad tan neta como
demuestra el hecho de poseer su núcleo en el centro del soma
(Figura 2E).
La dentina osteoide, de organización y estructura muy seme-
jantes a las del hueso primario es el principal tejido neoformado
y representa el mayor volumen de los tejidos desarrollados a
partir de los 14 días post-trasplante. Su morfología es similar a
la observada 7 días post-trasplante, con gran cantidad de célu-
las e islotes de tamaño variable de tejido conectivo incluidos
en su matriz (Figura 2 A-D). Las células de la región de dentina
osteoide mantienen las características de las células producto-
ras de proteínas con abundante retículo endoplásmico rugoso,
vesículas de secreción y exocíticas (Figura 2G). Estas células
sintetizan una matriz que, además de contener inclusiones y/o
prolongaciones celulares (Figura 3A-D), tiene dos aspectos
morfológicos distintos que explican su apetencia tintorial dife-
rente observada al microscopio de luz. De ambas, la matriz más
próxima a la capa de células, y que contiene sus prolongacio-
nes, es granular y pobre en fibras de colágeno. Aquella de loca-
lización más distal es rica en fibras colágenas entre las que se
aprecian discretos restos o porciones del citoplasma de las cé-
lulas que contribuyeron a su formación (Figuras 2F, 3A-B).
Las células que elaboran estas matrices tienen una organiza-
ción intracelular caracterizada por una región periférica con
predominio del retículo endoplásmico rugoso, y otra central
donde predominan el aparato de Golgi y sus vesículas de secre-
ción con un contenido de densidad moderada. A diferencia del
retículo endoplásmico de otras células secretoras, las cisternas
de estas células productoras de matriz están inusualmente dila-
tadas, lo que probablemente indica una síntesis proteica acele-
rada (Figura 3C-D). No obstante, es importante resaltar que los
tratamientos de descalcificación durante el procesado del teji-
do, como en este caso, tienden a ofrecer imágenes artefactuales
como dilatación de las vesículas y desaparición de la matriz
mitocondrial. El espacio extracelular es amplio y contiene un
material de poca densidad por el que discurren las prolongacio-
nes celulares. Estas prolongaciones se aponen con las de las
células próximas sin establecer ningún tipo de especialización
de contacto o unión intercelular (Figura 3C-D).
Las prolongaciones celulares incluidas en la matriz de dentina
osteoide son de tamaño variado desde muy pequeñas hasta otras
relativamente grandes y ramificadas. En todos los casos, vesí-
culas de exocitosis y de endocitosis ocupan todo el contorno
celular, tanto a nivel del soma como de las prolongaciones (Fi-
guras 2G, 3A-B) y, en ocasiones, es posible observar la forma-
ción de endosomas primarios en el interior de las prolongacio-
nes incluidas en la matriz de dentina osteoide (Figura 3B). Las
vesículas de secreción poseen un contenido granular y denso
con alguna similitud a la observada en la matriz. Sin embargo,
hay que resaltar que en todos los casos estudiados, la matriz
que está inmediatamente en contacto con las inclusiones tiene
un aspecto menos electrondenso y  granular (Figura 3A-D).
La actividad celular formadora de tejidos dentales prácticamente
desaparece en los trasplantes de 21 días, en los que predominan
signos de actividad remodeladora como grupos de células gi-
gantes y multinucleadas en la superficie de la dentina osteoide,
de la dentina y del esmalte. A veces se observan células con
características morfológicas semejantes a las células gigantes
que aíslan los cuerpos extraños. Estas células poseen gran can-
tidad de núcleos excéntricos y un citoplasma lleno de vacuolas
fagocíticas indicativas de la reabsorción de la matriz (Figura
3F). Aunque nuestros resultados de microscopia óptica definen
al día 21 post-trasplante como el día de mayor actividad clástica,
en trasplantes de 14 días y siempre en contacto con la dentina
osteoide también se aprecian células semejantes a odontoclastos:
células caracterizadas por poseer varios núcleos en su polo basal
y cuyo citoplasma está repleto de vesículas y cuerpos
multivesiculares (Figura 3E).
La actividad secretora está completamente abolida en los tras-
plantes de 42 días. La ausencia de células secretoras de matriz
de dentina osteoide es absoluta y contrasta con el incremento
de las áreas de destrucción caracterizadas, como en la etapa
precedente, por la presencia de células grandes multinucleadas.
Fruto de esta reabsorción los trasplantes son de menor tamaño
y quedan reducidos a restos dispersos de dentina osteoide, in-
cluidos en un tejido conectivo reactivo repleto de vasos
hiperémicos e infiltrado de células mononucleares pequeñas
semejantes a linfocitos que, probablemente, es una mezcla del
tejido huésped y de los restos de la pulpa dental del embrión
(Figura 4A).
Los fenómenos regresivos no se caracterizan sólo por la pre-
sencia de los odontoclastos, sino que es posible además obser-
var  la presencia de imágenes de ADN fragmentado (Figura 4).
Las células con ADN fragmentado, índice de la existencia de
fenómenos apoptóticos, se distribuyen de manera aleatoria tan-
to dentro de la pulpa dental del trasplante (Figura 4B), como en
las células odontoblásticas inmediatamente subyacentes a la
dentina (Figura 4C-F) que se alternan con otras células de as-
pecto normal.
DISCUSION
El primer molar de la rata es un modelo muy utilizado para el
análisis experimental de la odontogénesis (17). Los embriones
dentales empleados en este estudio se encontraban en la fase de
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Fig. 1. Dental germs 7 (A, C) and 14 (D-H) days after grafting, and first molar
of a newborn rat (B). Dental tissues of the graft (A,D) are similar to normal
ones (B). Ameloblasts (a), odontoblasts (o), enamel (e) and dentin (d) are
normally organized. Odontoblasts are arranged in palisade (F,N) without
specific intercellular unions (G. arrows), and possess abundant endoplasmic
reticule (G, Rer), and Golgi apparatus (H). Osteoid dentin (A,D, do) lays the
dental pulp and odontoblasts. Note the different staining between pre-dentin
and dentin (E, arrow). Some signs of cell infiltration and hyperaemic blood
vessels (v) are found within the dental pulp (A, D). H, Hertwing’s root sheath.
Bars mark 500 µm in A and D, 100 µm in B-D, 5 µm in F, 2 µm in G, and 0.5
µm in H. A-E, haematoxylin-eosin stain.
Trasplantes de 7 (A, C) y 14 (D-H) días y del primer molar de rata recién
nacida (B). El germen dental desarrolla los tejidos dentales propios (A, D) con
una morfología muy similar al diente normal (B). Es de destacar la perfecta
organización de ameloblastos (a), esmalte (e), dentina (d) y odontoblastos (o).
Los odontoblastos se organizan en empalizada (F, N) y sin uniones intercelulares
evidentes (G, flechas), poseen abundante retículo endoplásmisco (G, Rer) y
aparato de Golgi (H). La dentina osteoide (A, D, do) se relaciona pon las capas
de odontoblastos y con la pulpa dental. Nótese la diferente apetencia tintorial
de la predentina y la dentina (E, flecha). La pulpa dental (A, D) muestra signos
de infiltración celular y vasos hiperémicos (v). H, vaina radicular de Hertwig.
Las barras indican 500 µm en A y D, 100 µm en B-D,  5 µm en F, 2 µm en G y
0.5 µm en H. A-E, hematoxilina eosina
Fig. 2. Fourteen (A-B, D, E-G) and twenty-one (C) days after graft. At the
interface between the osteoid dentin (A, D, do) and the dentin the odontoblast
cells layer losses its organisation. Odontoblast-like cells are embedded within
the osteoid dentin (B-D, arrows). Secreting cells lack of polarity (E), and possess
dilated reticule cisterns (E, G, arrows). Note the clear interface between the
matrices rich (F, mf) and poor (F, mo) in collagen fibers. Bars mark 500 µm in
A, 100 µm in B-D, 5 µm in E and G, and 2 µm in F. A, Mallory stain. B-D,
haematoxylin-eosin stain.
Trasplantes de 14 (A-B, D, E-G) y 21 (C) días. La interfase de la dentina osteoide
(A-D, do) con la dentina se caracteriza por la pérdida de la capa odontoblástica
y la forma irregular de la matriz. Las células secretoras quedan incluidas en el
espesor de la dentina osteoide (B-D, flechas). Estas células pierden la polari-
dad de los odontoblastos (E) y poseen cisternas dilatadas de retículo en su
citoplasma (E, G, flechas). Las matrices rica (F, mf) y pobre (F, mo) en fibras
de colágeno poseen una interfase claramente definida.  Las barras indican 500
µm en A, 100 µm en B-D, 5 µm en E y G, y 2 µm en F. A, tricrómico de
Mallory. B-D, hematoxilina eosina.
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campana avanzada con los procesos de dentinogénesis y
amelogénesis iniciados. Desde el primer día estudiado después
del trasplante, los gérmenes dentales organizaron tres áreas netas
de odontogénesis: (i) una región aún no diferenciada que sufre
la inducción del epitelio organizado de manera semejante a la
vaina radicular de Hertwig, (ii) una segunda región, en vías de
diferenciación celular, en la que las células, de morfología ci-
líndrica y baja, se orientan en capa única y en empalizada -la
región de odontoblastos diferenciados que inician la secreción
de predentina- y que, como en condiciones normales, subyace
a la capa de células epiteliales cilíndricas altas o pre-
ameloblastos; y (iii) una región de tejido osteoide, sin ninguna
semejanza a cualquier región del desarrollo dental normal. En
la evolución temporal de los trasplantes, el área de dentina
osteoide, junto con la reacción del tejido huésped terminarán
marcando el desarrollo del trasplante.
La determinación de la morfología coronaria está vinculada a
su continuidad anatómica y a las interacciones moleculares entre
el epitelio y el mesénquima (18). Los estudios precedentes de
trasplantes de gérmenes dentales han obtenido resultados dis-
pares. Así, los embriones dentales trasplantados antes de la for-
mación de los tejidos dentales tienen una evolución práctica-
Fig. 4. Fourteen (B-F) and forty-two (A) days after graft. The graft is a mass of
osteoid dentin devoid of dental tissues (A). DNA labelled of apoptotic cells are
observed within the dental pulp (B, arrows), and the odontoblast cells layer
(C-F, arrows). Bars mark 500 µm in A, C and E, 100 µm in B, and 50 µm in D-
F. A, haematoxylin-eosin stain. B-F, toluidine blue counterstain.
Trasplantes de 14 (B-F) y 42 (A) días. En el último estadio analizado el tras-
plante queda reducido a una masa de dentina osteoide que carece del resto de
los tejidos dentales (A). Las células apoptóticas con el ADN fragmentado se
distribuyen de manera aleatoria dentro de la pulpa (B, flechas) y de la capa
odontoblástica (C-F, flechas). Las barras indican 500 µm en A, C y E, 100 µm
en B y 50 µm en D y F. A, hematoxilina eosina. B-F, contratinción con azul de
toluidina.
Fig. 3. Fourteen (A-E) and twenty-one (F) days after graft. Cell prolongations
embedded within the osteoid dentin possess different sizes (A-B), lack of
intercellular unions (D), and contain dilated reticule cisterns (C, D, arrows).
Exo- and endocityc vesicles studded the plasma membrane (B, arrows). The
osteoid matrix surrounding the cell prolongation (A-B) is poor in collagen
fibres (A-D, mo). Odontoclast-like cells are located near the osteoid dentin (F,
oc, arrow), and possess several eccentric nuclei (E, n), and vacuoles (E). Bars
mark 3 µm in A-E, and 50 µm in F. F, haematoxylin-eosin stain.
Trasplantes de 14 (A-E) y 21 (F) días. Las prolongaciones celulares incluidas
en la matriz osteoide poseen diámetros diversos (A-B), carecen de uniones
intercelulares (D) y muestran cisternas dilatadas del retículo endoplásmico ru-
goso (C, D, flechas). La superficie de las prolongaciones esta llena de vesícu-
las exo y endocíticas (B, flechas). Nótese la menor electrondensidad de la ma-
triz que circunda las prolongaciones celulares (A-B) y su pobreza en fibras (A-
D, mo). Los odontoclastos situados en el límite de la dentina osteoide a la que
fagocitan (F, oc, flecha), poseen varios núcleos excéntricos (E, n) y un cito-
plasma lleno de vacuolas (E). Las barras indican 3 µm en A-E y 50 µm en F. F,
hematoxilina eosina.
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mente normal con formación de tejidos dental y periodontal (4-
6,19). Por el contrario, los embriones trasplantados una vez ini-
ciada la elaboración de dentina y esmalte, como es nuestro caso,
se desarrollaron en unas ocasiones con éxito, (10-12,20,21)
mientras que en otras sufrieron un desarrollo anómalo (8,9).
Nuestros resultados demuestran, en la línea de los análisis pre-
cedentes, que la evolución final del germen trasplantado es la
degeneración y reabsorción. Esta evolución, no está vinculada
ni a la ausencia de alguno de los componentes embrionarios
como la papila dental  o el epitelio, ni a la manipulación defec-
tuosa del embrión durante el trasplante (véase materiales y mé-
todos). De hecho, la presencia de una región semejante a la
vaina radicular de Hertwig sugiere el inicio del desarrollo de la
futura raíz, donde las funciones reguladoras del mesénquima e
inductoras del epitelio permiten la diferenciación celular. Esta
región no presenta modificaciones histológicamente obvias en
la papila y es probable que sufran las mismas modificaciones
complejas observadas durante el desarrollo dentario normal.
Es de esperar que en la región semejante a la vaina radicular de
Hertwig se expresen también los mismos genes homeóticos que
tienen una interacción con factores de crecimiento localizados
en el epitelio odontógeno, de comunicación inicial entre las cé-
lulas epiteliales y el ectomesénquima condensado (22,23). En
nuestro caso no sólo se trata del mesénquima trasplantado sino
también del tejido huésped circundante. Deben existir pues otros
factores que interfieran y alteren la evolución normal de la
morfogénesis dental en condiciones heterotópicas y se hace
necesario identificarlos, a través de ulteriores estudios,  para
entender mejor los mecanismos íntimos de la odontogénesis.
Este es pues un modelo de estudio no solo para el análisis del
juego inductivo de las interacciones epitelio-ectomesenqui-
males,  que sugieren la importancia de la presencia de la papila
dental en la formación del diente, o la importancia del epitelio
dental en la inducción de la odontogénesis (24,25), sino tam-
bién de su papel inductor sobre estructuras mesenquimatosas
no odontogénicas (26).
En todos los casos analizados después del trasplante, la dentina
se continuó con dentina anómala, que no sólo se distingue des-
de el punto de vista estructural de la primera; sino por las célu-
las que la secretan que carecen de las características de los
odontoblastos típicos, como son su morfología cilíndrica y su
orientación en empalizada. La presencia de dentina osteoide ha
sido descrita en situaciones experimentales diversas (13-16,27).
No obstante y a pesar de los estudios precedentes (28,29), no
existen datos previos sobre las características estructurales de
la matriz de este tejido osteoide. Esta matriz presenta dos
morfologías diferentes: (i) una matriz yuxtapuesta a las célu-
las, pobre en fibras de colágeno, y (ii) otra, rica en fibras, en la
superficie opuesta a la precedente y distante de las células. Las
células en yuxtaposición con la matriz tienen una morfología
de células secretoras que no difiere notablemente de la citología
típica de las células secretoras de proteínas de las matrices de
predentina o pre-ósea normales, que además, y a diferencia de
la matriz osteoide pobre en colágeno que circunda a dichas cé-
lulas, son muy bien conocidas por su riqueza en estas fibras.
Los presentes resultados no dejan margen de duda sobre la exis-
tencia de una secreción de matriz, pero lo que destaca es que el
colágeno de la matriz se encuentra a una distancia considerable
de la superficie celular, no descrita previamente. Esta, podría
ser interpretada como una secreción del procolágeno que, sólo
y a distancia de la superficie celular, sufriría el proceso de
polimerización del tropocolágeno; sin embargo, el por qué se
realiza a tanta distancia de la superficie secretora permanece
aún sin desvelar. Más aún, esta misma relación célula/matriz,
se establece en aquellas prolongaciones citoplásmicas distales
que están en el interior de la matriz fibrilar, ya que sistemática-
mente la matriz que las envuelve inmediatamente es también
pobre en fibras de colágeno, lo que indica la similitud funcio-
nal respecto a la secreción de la matriz entre las prolongacio-
nes citoplasmáticas y el cuerpo celular.
Las prolongaciones citoplasmáticas son similares a los proce-
sos de los odontoblastos normales. Los procesos odontoblásticos
carecen casi completamente de vesículas de exocitosis (28);
sin embargo, las prolongaciones de las células incluidas en la
dentina osteoide poseen una cantidad importante de vesículas
exocíticas liberando matriz al espacio extracelular, simultánea-
mente con vesículas endocíticas cubiertas. Esto quiere decir
que estas células están en un activo proceso de síntesis y secre-
ción de la matriz. Esta diferencia podría justificar el gran incre-
mento observado en el tamaño de la matriz de los trasplantes.
Pensamos pues que nuestros resultados, primeros en la literatu-
ra, abren nuevas vías para el estudio de la síntesis y secreción
tanto de colágeno como de proteínas no-colágeno en aquellas
matrices de carácter reactivo en las que la polimerización se
realiza a una distancia considerable de la superficie celular.
La doble estructura de la matriz -presencia de fibras de colágeno
en la región que se encuentra apartada de la superficie celular,
y ausencia de fibrilogénesis en las regiones próximas a la su-
perficie celular-, podría explicarse por la existencia de una ac-
tividad fibrolítica concurrente en la interfase célula-matriz, de
modo que la solubilización de las fibras de colágeno justificase
su ausencia. Sin embargo, la pobreza en lisosomas y vesículas
o vacuolas fagocíticas de estas células no parece sustentar esta
explicación.
La génesis de la dentina osteoide ha sido vinculada a la pérdida
de odontoblastos con la consecuente neodiferenciación de otras
células pulpares que forman un tejido sin túbulos y semejante
al hueso (11). De este modo, las células mesenquimales atra-
viesan por un estadio previo, antes de adquirir una morfología
característica del odontoblasto, y secretan y mineralizan una
matriz de características similares a las de la dentina osteoide
(12).  Además, la dentina adulta trasplantada heterotopicamente
induce la formación de tejido osteoide por parte del huésped
(30,31). En nuestros trasplantes, aunque la transformación ce-
lular del trasplante es evidente, la existencia de un fenómeno
inductivo del trasplante sobre el tejido huésped justificaría la
gran cantidad de dentina osteoide. Mas aún, nuestras observa-
ciones parecen sugerir que, en condiciones heterotópicas, la
dentina osteoide es una etapa previa a la formación de dentina
tubular normal e inclusive con capacidad de inducir la diferen-
ciación de los ameloblastos y la formación de esmalte.
La adquisición de la forma definitiva, al final del desarrollo, de
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los tejidos pasa obligatoriamente por una fase de remodelación
en la que la muerte celular programada o apoptosis desempeña
un papel crucial (para una revisión ver ref. 32-34). Durante la
odontogénesis normal, la muerte celular es activa en diversas
localizaciones y estadios del diente embrionario (35-37). Nues-
tro análisis identifica por primera vez la presencia de este fenó-
meno en una fase muy concreta del desarrollo del trasplante
coincidente con la fase final de máxima formación de dentina.
La detección de células con el ADN fragmentado en el mo-
mento crítico del trasplante -el período de 14 días post-tras-
plante-, equivalente a la fase de campana avanzada del desa-
rrollo normal en la que comienza la eliminación de los tejidos
dentales formados, sugiere que estas células están siguiendo su
programa de desarrollo, antes de presentar un fenómeno reactivo
que, por otro lado, induciría a la aparición de fenómenos
necróticos. Estudios en marcha en la actualidad y de detección
inmunocitoquímica de la caspasa-3 activada, enzima final de la
cascada bioquímica de la apoptosis (38,39), permitirán en un
futuro no muy lejano constatar la veracidad de ésta hipótesis.
La actividad formadora de dentina osteoide declina en los tras-
plantes con 21 días, aunque esporádicamente se observan áreas
de formación y es reemplazada por una actividad de reabsorción
de los tejidos dentales, cuya característica es la presencia de
células gigantes de cuerpo extraño en el tejido conectivo y de
odontoclastos junto a la dentina osteoide, dentina normal y es-
malte. Estos resultados difieren de los obtenidos cuando los
trasplantes del embrión dental son intraóseos, en los que du-
rante el estadio de formación de los tejidos mineralizados con-
tinúa un desarrollo anormal, con metaplasia del órgano del es-
malte, presencia de matriz de esmalte en el folículo, formación
de quistes, y ausencia de desarrollo del ligamento periodontal,
pero sin signos de actividad de reabsorción (8,9).  La actividad
clástica podría estar vinculada más a la reacción del tejido hués-
ped circundante que a la del tejido trasplantado. Así, en tras-
plantes no isogénicos de gérmenes dentales aparecen células
gigantes multinucleadas en la superficie pulpar de la dentina
(7), muy parecidas a las observadas aquí. Este fenómeno lítico
reactivo ha sido también sugerido en los estudios clínicos como
causa del fracaso de los autotrasplantes de gérmenes dentales
(3). En nuestros resultados, el cuadro reactivo inflamatorio del
tejido conectivo huésped acontece desde las primeras etapas
post-trasplante, siendo más evidente en las últimas fases estu-
diadas que coinciden con los períodos de 21 y 42 días en los
que predomina la actividad clástica. Tal coincidencia nos per-
mite deducir que las modificaciones del tejido receptor, que
ocurren como consecuencia del trasplante, deben estar estre-
chamente relacionadas con el rechazo del mismo.
Finalmente y aunque en los últimos diez años la técnica de tras-
plante de tejidos ha experimentado un uso importante, este es
el primer estudio de trasplantes ectópicos de gérmenes denta-
les en la dermis de animales huéspedes adultos. Modelo que,
después de este análisis, nos parece útil para investigar los me-
canismos de formación y destrucción de los tejidos dentales.
Development of tooth germ
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SUMMARY
The main goal of this study was the analysis of the
developmental potentiality of tooth germ from late bell stage
on, after its heterotopic placement within the skin. Teeth germs
of newborn rats were grafted within a skin pouch of the ear of
adult rats. Seven to fourteen days after grafting, dental germs
developed normal dental structures in which ameloblasts and
odontoblasts were well differentiated. Twenty to forty-one days
after graft, the inflammatory host reaction destroyed the dental
developed tissues by cell infiltration. The dentin of the grafts
was of osteoid characteristics, and its size increased dependinng
on grafting time until the complete substitution of all dental
tissues. This atypical dentin showed several degrees of
polymerisation from collagen fibres smooth dentin devoid near
the graft a to fibres rich dentin far from the dental germ. Present
results suggest that this type of dental graft could be a valuable
model to study the self-development of dental tissues and the
reactive mechanisms taking place after dental injuries.
Key words: Dental germ, graft, odontoblast, dentin, osteoid
tissue, odontoblastic reaction.
INTRODUCTION
Teeth germs have been grafted in clinical conditions to restore
teeth loss or to correct defective dental occlusion. Clinical and
radiological studies after embryonic dental grafts did not re-
porte periodontal pathologies. However, dental loss, pulp
necrosis, increase of the periodontal space, ankylosis, and
defective roots formation were systematically found (1-3).
Discrepancies remain open after different types of graft
experiments. Thus, normal teeth were developed after the graft
of dental germs transplanted before the end of the coronary
stage (4-6). In contrast, grafts of dental germs between Mus
musculus and Mus caroli mice strains showed the presence of
multinucleated giant cells through the dentin pulp surface (7).
Further, the initial development of dental matrices was followed
by the appearance of epithelial and enamel ectopic foci within
the dental follicle, metaplasy in the enamel organ, cysts, and
loss of the anatomical integrity of the dental corona (8). In this
way, the pulp and dentin of partially developed molar germs
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with attached periodontal ligament heterotopically grafted were
substituted by fibrous connective tissue and osteoid dentin (9).
However, other experiments described the normal development
of postnatal dental germs isotopically transplanted within host
rat pups, in which transplanted teeth were even able to
eruptionate (10). Altogether, precedent data demonstrate that
independently of final fate of the graft, the odontogenic
competence acquired by dental ectomesenchyma before the graft
plays a key role on its development .
Osteoid dentin is a tubule-less dentin observed in pulp areas
devoid of odontoblasts, which were formerly replaced by
neodifferentiated cells (11). This cell transformation was
followed by papilla’s cells of heteroropically grafted teeth germs
(12). However, osteoid dentin formation was not exclusive of
grafting experiments. Thus, several procedures as the subapical
osteotomy (13), the systemic administration of cyclosporin-A
(14), or antimitotic agents such as phosphamide (15), and the
local application of calcium hydroxide (16) induced the
formation of osteoid dentin.
In this paper, teeth germs in the bell stage were grafted within
ear’s skin pouches to analyse the development of isolated germ
cells and their relationships with the ectopic environment.
MATERIALS AND METHODS
Twenty tooth germs from Wistar rats of one day of postnatal
life were grafted within skin pouches performed in both ears of
ten isogenic adult rats. Host rats were anaesthetised with Zoletil
50‚ [thietylamine chlorhydrate (125 mg) and zolazepan
chlorhydrate (125 mg), 0.20 ml/kg ip]. An incision of 5 mm
was transversally made in the back of the ear, and the skin was
carefully separated from the ear cartilage by a watchmaker
forceps.
Rat pups were deeply anaesthetised under ether vapours. The
dental germs of superior first molars were carefully obtained,
avoiding the extraction of adjacent periodontal tissues during
tooth germ removal. Thereafter, dental germ was placed within
the ear pouch.
A total of five grafts were collected at seven, fourteen, twenty-
one and forty-two days after grafting (DAG). After hosts’
anaesthesia ears were removed (right ear for 7 and 21 DAG,
and left ear for 14 and 42 DAG), and immersed in 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer 0.1M (pH 7.4) for 24
hours. Blocks containing the graft and ear surrounding tissues
were then dehydrated, cleared in xylol and paraffin embedded.
Serial section 7µm thick were cut. Serial sections were used for
Mallory’s or haematoxylin-eosin staining, and to detect
fragmented DNA using the Apoptotag® kit.
A series of 14 DAG transplants were used for electron
microscopy. Blocks of tissue were fixed with 4% glutaraldehyde
and 4% paraformaldehyde in cacodylate buffer 0.1M (pH 7.3)
for 24 hours at 4 ºC. After 7% EDTA in the same buffer
demineralisation for a week, the blocks were rinsed in buffer
and postfixed for 1 hour with 1% osmium tetroxide and 5%
saccharose in buffer. Thereafter, the blocks were dehydrated,
cleared with propylene oxide and embedded in Araldite.
Semithin sections 200 nm thick were made and counterstained
with toluidine blue. Ultrathin sections 75 nm thick were stained
with uranyl acetate and lead citrate, and viewed under a Zeiss
EM 900 microscope.
RESULTS
Seven days after grafting (DAG) the dental germ developed
three areas: (i) a proliferating region with early odontoblasts,
which resembled the Hertwig’s root sheath, (ii) an odontoblastic
layer placed under a dentin matrix layer, and (iii) a region
characterized by an osteoid dentin which continued the normal
one. The dental pulp was occupied by hypertrophied blood
vessels (Figure 1A,C). Odontoblasts were arranged in “palisade”
without specific intercellular unions (Fig.1H), and possessed a
cytoplasm rich in rough endoplasmic reticule (Fig, 1G), Golgi
apparatus and transport vesicles (Figure 1H).
Fourteen DAG, odontoblasts keep the same morphological
arrangement and secrete the matrix from the apical pole (Fig.
1D). The continuous genesis of dentin and enamel increased
their size (Figure 1E). From this date on, the formation of osteoid
dentin became most evident. Disorganized odontoblasts secreted
this dentin without polarization, being finally embedded within
the osteoid matrix (Figure 2A-D).
The ameloblasts were always in intimate contact with the
enamel, preserving their polarized cylindrical cell morphology
(Figure 2B-D). In contrast, disorganised odontoblast cells layer
was devoid of pre-dentin, and coincided with a pulp invaded
by a connective tissue rich in hyperaemic blood vessels and
lymphocytes. Cells embedded within the osteoid dentin
conserved the morphology of secreting cells rich. However, the
loss of cell polarity signs, as the presence of the cell nucleus at
the cell’s centre rather than within their basal pole, were clearly
detected (Figure 2E).
The osteoid dentin, whose structure resembles the primary osseous
tissue, was the most abundant tissue from fourteen DAG on.
Odontoblast-like cells embedded within the osteoid dentin
possessed abundant endoplasmic reticule cisterns, endo- and
exocytic vesicles (Figure 2A-D). Osteoid dentin matrix occupied
by cell prolongations (Figure 3A-D), showed two different
morphologies that could explain their differential staining. The
matrix near the cell prolongations was granular and devoid of
collagen fibres; while, distant osteoid dentin was very rich in
collagen fibres with few cellular rest or inclusions (Figures 2F,
3A-B). The cisterns of rough endoplasmic reticule were
anomalously dilated, index of an anomalous and fast protein
synthesis (Figure 3C-D). However, it should be stated here that
decalcification procedures used during the post-fixation could
also explain the presence of altered mitochondria and artefactual
vesicular dilatations. The large extracellular space is traversed
by cell prolongations of several sizes, which did not establish
any type of intercellular contact (Figure 3C-D). The cell surface
possessed numerous exocytic pits and endocytic vesicles (Figu-
res 2G, 3A-B), which fused on primary endosomes through the
nearing cell cytoplasm (Figure 3B). The granular and electrodense
content of exocityc vesicles resembled to the extracellular matrix
directly apposed to cell prolongations (Figure 3A-D).
Multinucleated giant cells spreaded throughout the surface of
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the osteoid dentin, the dentin and the enamel were occasionaly
form fron 14 DAG (Figure 3E). These osteoclast-like cells
possessed several nuclei eccentrically located within a
vacuolated cytoplasm (Figure 3F), were most abundant from 21
DAG on. Lytic areas defined by osteoclast-like cells, increased
between 21 to 42 DAG. Date in which few rest of osteoid dentin
remained within a reactive connective tissue filled by lymphocytes
and hyperaemic blood vessels (Figure 4A).
Images of fragmented DNA labelled cells, indicative of apoptosis,
were detected within the graft. Dying cells were randomly
distributed throughout the dental pulp (Figure 4B), and under the
dentin within the odontoblast cells layer (Figure 4C-F).
DISCUSSION
The first molar is the model of choice for the experimental
analyses of  odontogenesis (17). Dental germs used here were
in the late bell stage in which the genesis of both enamel and
dentin was started. From 7 DAG on, dental germs developed
three clear odontogenic regions: (i) an undifferentiated region
resembling the Hertwig’s root sheath, (ii) a region, presumably
induced by the former, of differentiated odontoblasts that secrete
the pre-dentin lying under the ameloblastic layer, and (iii) an
osteoid dentin area different from normal dental tissues. This
area together with the tissue resulting from the host’s
inflammatory reaction will be the final fate of the transplant.
The molecular interactions guiding the development of the coro-
na need the anatomical integrity between the epithelium of the
dental germ and the surrounding mesenchyma (18). Discrepancies
have been raised from previous studies on dental germ transplants.
Thus, dental germs grafted before the beginning of dental tissues
formation seem to develop dental and periodontal normal
structures (4-6,19). However, dental germs grafted after the initial
development of the enamel and dentin, like present experiments,
evolved in normal dental tissues (10-12,20,21), or developed
aberrant structures (8-9). Our results agree with the last finding
in the sense that the final evolution of grafted dental germs is the
degeneration and later absorption of transplanted tissues. This
degeneration seems not be lied to the absence of some of the
embryonic dental tissues or by defective grafting procedures.
Thus, the graft Hertwig’s root sheath presence, and the beginning
of the root development, suggests that the source of inductive
relationships regulating the epithelium-mesenchyma interactions
were already preserved. Hence, its possible that early hox genes,
expressed at the beginning of the intercellular relationships
between the epithelial cells and the ectomesenchyma (22,23),
were also expressed during the former steps of graft development.
The heterotopic placement of dental germs could be a good model,
not only to define the role of the dental papillae and/or the dental
epithelium in the inductive phenomena allowing the dental
development (24,25); but, to study the inductive role of embryonic
hox genes on the non-odontogenic adult host mesenchyma (26).
The osteoid dentin, an anomalous dental tissue found in several
experimental conditions (13-16,27),  was the most developed
dental tissue observed in our study. Atypical secreting cells
whose morphology resembled to the odontoblasts were
embedded within matrix of the osteoid dentin. However, no
data are available on the structure of the osteoid matrix (28,29).
Two different types of matrix were observed in our grafts: (i) a
clear matrix, which lacks of collagen fibres was located in the
boundaries of the atypical odontoblasts, and (ii) other rich in
collagen fibres that was systematically placed far from secreting
cells. Furthermore, the distance of rich fibres matrix from the
surface of the cells embedded through the osteoid dentin was
preserved, irrespective of the size and location of the cell
branches or the cell bodies. This gradient of the richness degree
on collagen fibres indicates that the polymerisation of
tropocollagen fibres takes place far from they was secreted. This
constant relationship between both matrix types and their cell/
matrix gradient has not been previously described.  However,
methods used here do not allow us to elucidate why and how
this process occurs.
Cell prolongations of osteoid dentin secreting cells resembled
the prolongations of the odontoblasts. However, the number of
exocytic vesicles in these prolongations was higher than that
found in normal odontoblasts, which were almost inexistent
(28). This abundance on exocytic vesicles indicates the active
synthesis and secretion of the matrix by these cells, and could
support the great size attained by the osteoid dentin. Other
alternative explanation to the matrix-cell gradient could be based
on the existence of a fibrinolityc phenomenon at the interface
between the cell surface and the matrix, which depolymerises
the collagen fibres nearing to the cell surface. Nevertheless, the
almost complete absence of phagocytic vacuoles together with
the scarce presence of lysosomes within the cell cytoplasm
seems to deny this possibility. Present pioneer observations in
our experimental model open new insights on the study of
synthesis and secretion of both collagen and non-collagen
proteins in reactive matrices in which polymerisation process
takes place far from the cell surface.
Osteoid dentin genesis has been related to the odontoblast cell
loss that is replaced by the neodifferentiated pulp cells that form
a tubule-less tissue resembling the osseous tissue (11). In the same
way that young mesenchyme cells secrete and mineralise an
osteoid dentin-like matrix before to differentiate in odontoblats
(12). Our results suggests that, in an early stage, the osteoid dentin
precedes the normal dentin, and could induce the ameloblasts
differentiation and enamel formation. In addition, heterotopically
grafted adult dentin induces the formation of osteoid tissue from
the host (30,31). Hence,  the great size attained by the osteoid
dentin -although cell differentiation of odontoblasts in osteoid
dentin secreting cells is evident in our grafts- will also be explained
by the existence of graft factors inducing the synthesis of osteoid
dentin by the host.
Regressive phenomena such programmed cell death play a key
role in late developmental stages (for a review, see 32-34).
Apoptosis has been described in several odontogenic stages (35-
37). In our grafts, fragmented DNA labelled cells were identified
at 14 DAG, a critical stage of the graft similar to the advanced
late bell stage in which the withdrawal of dental tissues began.
This coincidental stage induces us to suggest that apoptotic cells
within the graft followed their developmental fate, rather than
represent a necrotic cell death induced by the host’s
inflammatory reaction. Analysis now in progress by using the
immunohistochemical detection of active 3-caspase, enzyme
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linked to the final apoptotic cascade (38,39), will solve this question.
On the way of regressive phenomena, the synthesis of osteoid
dentin declines from 21 DAG on. Activity that was replaced by
the increase on lytic activity characterised by the presence of
multinucleated giant cells throughout the osteoid dentin, dentin
and enamel. This observation differs from those described after
the intraosseous grafts of dental germs. In these cases, the
abnormal development of mineralised tissues, together with
enamel metaplasia, enamel ectopies, cysts formation, and
absence of periodontal ligament, continues without reabsorptive
activity (8,9). Lityc activity could be related with the host’s
tissue reaction rather than to the graft. Thus, in anisogenic den-
tal grafts multinucleated cell similar to those found here have
been described. In clinical trials this reaction has been suggested
as explanation for the unsuccessful of dental germs auto-grafts
(3). In our grafts, the inflammatory reaction of the host was
found from the first analysed date. However, its maximum was
reached from 21 DAG on, dates that are coincidental with the
increase of lityc activity. Therefore, it can be assumed that
reactive response of host is directly involved in graft rejection.
Grafting procedures have attained a great importance in
biological studies from the past decade on. However, the present
study is the first devoted to the analysis of the development of
dental germ heterotopically grafted into the adult skin, and
represents an useful model to elucidate the mechanisms of
formation and destruction of dental tissues.
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